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分子生物学研究における方法としての病原性細菌学  
複製、転写、翻訳という生命の根幹を成す機構について大腸菌を用いた微生物学研究が
大きな成果を上げた。さらに、ここで見出された現象は、細菌からヒトにいたるまで高
度に保存されているということが後の研究により明らかとなった。従って、微生物を用
いた生物学の研究は、細菌の理解のみならず、生命一般を理解する上でも大きな役割を
果たして来たと言える。 
私は、病原性細菌学についても、生命一般を理解することに寄与することが出来ると考
えている。病原性の発揮の過程において病原性微生物は種々のストレスに曝される。そ
の様な過酷な環境においても微生物は自らの増殖を維持するとともに、必要な遺伝子を
適切な段階で、適切な量、適切な方法で発現することで宿主との戦いにおいて勝利し、
病原性を発揮する。この過程において必要な因子、そしてそれらの因子群が構成する仕
組みの中には、細菌でしか用いられないものや、細菌の中でも特定の種においてしか見
られない物も多く存在することがこれまでに知られている。しかし、私はその一方で、
病原性発揮機構の中には、未だにいかなる生物種においても明らかでない新規のストレ
ス耐性、遺伝子発現制御機構が存在すると考えた。そして病原性細菌学を手法として用
いることで、大腸菌の微生物学が明らかにしてきたように、生命において普遍的に見ら
れる重要な機構の解明が出来ると考えた。 
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第一章  
16S rRNA メ チ ル 化 酵 素  RsmH, 
RsmI は黄色ブドウ球菌の病原性に寄
与する  
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1. 背景   
細菌は病原性発揮の過程において様々なストレスに曝露される (1)。また、病原性発揮
の過程においては必要な遺伝子の発現の適切な調節がなされている (2)。従ってストレ
ス耐性や遺伝子発現調節の理解という分子生物学における課題に取り組む系として病
原性発揮という現象が有用であると私は考えた。そこで、生物種間で保存されながらも
その機能について未だ良く理解されていない遺伝子群の中から細菌の病原性に寄与す
るものを探索した。 
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2. 新規病原性遺伝子  SA0447, SA1022 の同定  
黄色ブドウ球菌の新規病原性遺伝子を同定する目的で、細菌間で高度に保存された機能
未知遺伝子の破壊株を黄色ブドウ球菌において 73 株作出した。そしてこれらの遺伝子
破壊株の病原性を、カイコに注射することによって評価した。その結果、野生株を注射
したカイコと比べ、SA0447, SA1022 遺伝子を破壊した株を注射したカイコでは、死
亡の遅延が見られた (Fig.1-1)。さらに、SA0447, SA1022 遺伝子破壊株で見られたカ
イコの殺傷の遅延は、SA0447, SA1022 遺伝子の再導入により相補された (data not 
shown)。また、これらの遺伝子破壊株の増殖を野生株と比較したところ、これらの株
の増殖能は野生株と同程度であった (Fig.1-2)。以上の結果から、SA0447, SA1022 は
黄色ブドウ球菌の新規病原性遺伝子であると判断した。 
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Figure 1-1 SA0447, SA1022 破壊株のカイコに対する病原性  
 
黄色ブドウ球菌の野生株、SA0447 破壊株、SA1022 破壊株を 5 頭のカイコに 6 x 106 
CFU 注射し、カイコの生存率を観察した。 
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Figure 1-2 黄色ブドウ球菌の SA0447, SA1022 遺伝子破壊株の増殖能  
 
黄色ブドウ球菌の野生株、SA0447 破壊株、SA1022 破壊株を栄養培地中で培養し、
菌液の濁度を経時的に測定した。 
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2. SA0447, SA1022	 は黄色ブドウ球菌の 16S rRNA メチル化酵素  RsmI, 
RsmH をコードする  
相同性検索の結果、新規病原性遺伝子 SA0447, SA1022 がコードするタンパク質は、
大腸菌の 16S rRNA メチル化酵素である、RsmI, RsmH とそれぞれ約 40 % のアミ
ノ酸配列の一致を示すことがわかった (3, 4)。 
そこで私は、SA0447, SA1022 が黄色ブドウ球菌の 16S rRNA メチル化酵素 RsmI, 
RsmH であると考えた。大腸菌において RsmI, RsmH は、16S rRNA の 1402 番目
の シ チ ジ ン を ジ メ チ ル 化 す る 。 ま た 、 RsmI, RsmH は 、 そ れ ぞ れ 1402 
2′-O-methylcytidine, 1402 N4-methylcytidine の形成に必要である (4)。加えて、大腸
菌の 1402 番目のシチジンの前後 24 bp を含む領域と、黄色ブドウ球菌の 16S rRNA 
の 1412 番目のシチジンの前後 24 bp は配列が完全に一致している。従って大腸菌の
1402 C は黄色ブドウ球菌の 1412 C に相当すると考えられる。そこで私は SA0447, 
SA1022 遺 伝 子 が そ れ ぞ れ 16S rRNA 1412 2′-O-methylcytidine, 1412 
N4-methylcytidine の形成に必要であるか検討した。 
1412 C を含む 49mer の RNA (positions 1388-1436) を調製し、LC/MS を用いて解析
を行った。黄色ブドウ球菌の野生株から単離された RNA 断片を、RNaseT1 又は 
RNaseA により処理し、LC-MS の解析に供したところ、ジメチル化体の tetramer 
(m4CmCCGp, MW1306.2) および trimer (Gm4CmCp, MW 1001.2) が見いだされた 
(data not shown)。 
その一方で、SA0447 破壊株から単離された RNA 断片を、RNaseT1 又は RNaseA に
より処理したところ、モノメチル化を受けた tetramer (m4CCCGp or CmCCGp,MW 
1292.2) およびモノメチル化を受けた dimer (Gm4Cp) が見いだされた (data not 
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shown)。また、このとき、RNaseA を用いてもモノメチル化を受けた trimer (GCmCp) 
は見られなかった。2′-O-methylation を受けた cytidine は、RNaseA による消化に
耐性となる (Fig. 1-3)。従って、SA0447 の破壊株由来の RNA 断片を RNaseA で処理
した際に、trimer ではなく dimer が検出されたという結果から、SA0447 遺伝子は、
2′-O-methylation に必要であることが示唆された (data not shown)。 
SA1022 破壊株から単離された RNA 断片を RNaseT1 又は RNaseA により処理する
と、モノメチル化を受けた tetramer (m4CCCGp or CmCCGp, MW 1292.2) およびモ
ノメチル化を受けた trimer (GCmCp, MW 987.2) が見いだされた (data not shown)。 
以上の結果は、SA0447, SA1022 遺伝子が、それぞれ 16S rRNA 1412  
2′-O-methylcytidine , 1412 N4-methylcytidine の形成に必要であることを示唆する。
従って、SA0447, SA1022 遺伝子は、黄色ブドウ球菌の 16S rRNA メチル化酵素 
RsmI, RsmH をコードすると判断した。 
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Figure 1-3. 黄色ブドウ球菌の 16S rRNA 1412 C の近傍の配列と得られる  
RNase 処理産物  
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3. RsmH, RsmI は黄色ブドウ球菌のマウスに対する病原性に寄与する  
カイコ感染モデルは哺乳動物に対する細菌の病原性を予測する上で有効である (5)。そ
こで私は、カイコに対する病原性に寄与した RsmH, RsmI が黄色ブドウ球菌の哺乳動
物に対する病原性にも寄与していると考えた。そこで、rsmH, rsmI 遺伝子の二重破壊
株を作出し、マウスに対する病原性を評価した。黄色ブドウ球菌の野生株を注射したマ
ウスと比べ、rsmH / rsmI 二重破壊株を注射したマウスでは、死亡の遅延が見られた 
(data not shown)。さらに、ここで見られた死亡の遅延は、rsmH, rsmI 遺伝子の再導
入により回復した (data not shown)。さらに、野生株、rsmH / rsmI 二重破壊株、rsmH, 
rsmI 相補株について、マウスの半分を死亡させるのに必要な菌数である LD50 を決定
したところ、野生株と比べ、二重破壊株では LD50 が 2 倍以上に上昇していた (Table 
1-1)。さらに、ここで見られた LD50 の上昇は、rsmH, rsmI 相補株では見られなかっ
た (data not shown)。以上の結果は、RsmH, RsmI が黄色ブドウ球菌のマウスに対す
る病原性に寄与することを示唆する。 
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第二章  
16S rRNA メ チ ル 化 酵 素  RsmH, 
RsmI は酸化ストレス耐性の向上によ
り黄色ブドウ球菌の病原性に寄与する  
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1.  背景  
本研究で私が同定した新規病原性因子は 16S rRNA に対するメチル化酵素であった。
これまでに rRNA のメチル化はリボソームの機能において重要な部位に集中してい
ること、並びに細菌からヒトに至るまで高度に保存されていることから、リボソームの
機能において重要な役割を果たすと考えられてきた (6, 7)。しかしながら、このメチル
化を担う酵素は必須因子ではない。また、欠損株を用いた解析において一般にメチル化
酵素の欠損株は親株と同等の増殖を示す事が知られている。そしてメチル化酵素の欠損
株のリボソームの機能については低下、上昇を含む軽微な変化を示すことが明らかにさ
れたにとどまっている (8-11)。加えて 16S rRNA メチル化酵素の破壊株における表現
型の異常に関する報告も乏しく、16S rRNA メチル化酵素の生理的意義についてはよ
く判っていなかった。そこで私は、16S rRNA メチル化酵素が病原性に寄与するメカ
ニズムの解明を通して rRNA メチル化の生理的意義の理解を試みた。 
黄色ブドウ球菌において RsmH, RsmI は病原性に寄与する。また、RsmH, RsmI を
破壊した株の栄養培地中での増殖は野生株と同程度であった。従って黄色ブドウ球菌に
おいて、RsmH, RsmI は宿主環境に特異的なストレスへの耐性や、病原性に寄与する
遺伝子発現の調節における機能を有すると私は考えた。これまでに大腸菌における解析
から、RsmH, RsmI の破壊は翻訳における忠実性の変化を導くことが知られている 
(4)。このことから私は、宿主環境に、翻訳に対して悪影響を及ぼす何らかのストレス
が存在すると考えた。そしてこの翻訳に対するストレスの存在下において、RsmH, I が
正常な増殖、並びに翻訳を維持することで病原性に寄与すると考えた。 
そこで私は、酸化ストレスに着目した。酸化ストレスは、宿主による細菌の殺傷に用い
られることが知られている (1)。また、酸化ストレスによる翻訳忠実性の低下が報告さ
 18 
れている (12)。以上の知見より私は、RsmH, RsmI が酸化ストレス耐性の向上により
黄色ブドウ球菌の病原性に寄与するという仮説の検証を試みた。 
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2.  RsmH, RsmI は黄色ブドウ球菌の酸化ストレス耐性に寄与する  
RsmH, RsmI が酸化ストレス耐性の向上により黄色ブドウ球菌の病原性に寄与すると
いう仮説の検証のために私は、RsmH, I が黄色ブドウ球菌の酸化ストレス耐性に寄与
するか検討した。黄色ブドウ球菌の野生株と rsmH, rsmI 破壊株の生育を、通常の栄
養培地と酸化ストレスを与える薬剤の存在下において比較した。その結果、通常の栄養
培地上では両者は同様の生育を示したのに対し、酸化ストレスを与える薬剤であるメナ
ジオン (13)、並びにパラコート (14) の存在下においては野生株と比べ、 rsmH, rsmI 
破壊株において生育の低下が見られた (data not shown)。以上の結果から、RsmH, I は
黄色ブドウ球菌の酸化ストレス耐性に寄与すると判断した。 
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3.  RsmH, RsmI は酸化ストレス存在下におけるリボソームの機能の維持に寄  
与する  
RsmH, I が酸化ストレス耐性に寄与したことから私は、酸化ストレス存在下における
正常な翻訳の維持に RsmH, I が寄与するか検討した。正常な翻訳の指標として、翻訳
における終止コドンの読飛ばし、並びに読み枠のずれ (frameshift) を用いて解析を行
った。この解析においては、終止コドン UGA, UAG 又は +1, -1 frameshift に依存し
て発現するルシフェラーゼを利用した (Fig. 2-1)。黄色ブドウ球菌の野生株、rsmH, 
rsmI 破壊株、rsmH, rsmI 相補株の翻訳忠実性を酸化ストレスの存在下、非存在下に
おいて測定した。その結果、酸化ストレスの非存在下においては野生株と比べ、rsmH, 
rsmI 破壊株において翻訳忠実性の低下は見られなかった (data not shown)。その一方
で、酸化ストレスを与える薬剤の存在下においては野生株と比べ、rsmH, rsmI 破壊株
において、翻訳の異常に依存して発現するルシフェラーゼ活性の上昇が見られた  
(data not shown)。さらにここで見られた翻訳異常は、rsmH, rsmI 遺伝子の再導入に
より回復した (data not shown)。以上の結果は、RsmH, I が酸化ストレス存在下にお
ける正常な翻訳の維持に寄与することを示唆する。 
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Figure 2-1 翻訳異常の発生頻度を測定するために用いたルシフェラーゼ遺伝子
の構造  
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4. 酸化ストレスの除去により、RsmH, I 破壊株の病原性低下は回復する  
RsmH, I の破壊株において、酸化ストレス依存的な翻訳の異常、並びに増殖の低下が
見られたことから私は、酸化ストレスに対する感受性が RsmH, I 破壊株における病原
性の低下を説明すると考えた。この仮説が正しければ、RsmH, I を破壊した株におい
ても、酸化ストレスを除去した条件においては、病原性が回復するはずである。そこで
私は、酸化ストレスを除去する薬剤である N-acetyl-L-cysteine (NAC, 15) の投与によ
り、rsmH, rsmI 破壊株のカイコに対する病原性の低下が回復するか否かを検討した。
病原性の評価においてはカイコの半数を死亡させるのに必要な菌数である LD50 を用
いた。黄色ブドウ球菌の野生株の病原性を、生理食塩水を投与したカイコ、並びに NAC 
を投与したカイコに対して評価した。その結果、NAC 投与による野生株の LD50 の低
下は見られなかった (data not shown)。その一方で、rsmH, rsmI 破壊株においては、
生理食塩水を投与したカイコと比べ、NAC を投与したカイコに対して LD50 の低下、
即ち病原性の上昇が見られた (data not shown)。以上の結果は、酸化ストレスの除去
剤の投与により、RsmH, I 破壊による病原性低下が回復することを示唆する。 
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第三章  
16S rRNA メ チ ル 化 酵 素  RsmH, 
RsmI が酸化ストレス耐性の向上に寄
与するメカニズムの解析  
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1.  背景  
RsmH, I が酸化ストレス耐性の向上を介して黄色ブドウ球菌の病原性に寄与したこと
から私は、RsmH, I が酸化ストレス耐性に寄与するメカニズムの解明を試みた。 
これまでに、RNA が酸化ストレス存在下で酸化を受けることが、RNA の機能の異常
を導くことが知られている (16)。従ってメチル化が rRNA の酸化を阻止すると考える
と、rRNA メチル化が酸化ストレス耐性を与えることが説明される。 
メチル基は、電子供与基として知られており、メチル化は電子が不足する部位に対して
電子を供給する効果がある。そして酸化修飾という反応もまた、電子が不足する部位を
攻撃する反応である。従って、メチル化により、電子の不足が補われることにより、電
子の不足した部位を標的とする反応である酸化反応が阻害されるのではないかと私は
考えた。 
rRNA はリボソームタンパク質による保護を受けており、RNase による分解や、酸化
に耐性であると考えられているが (17,18)、RsmH, RsmI によるメチル化部位である
1412 C については、mRNA と直接相互作用する部位であるため、タンパク質による
保護を受けていない (4)。このため、例外的に酸化ストレスを与える活性酸素種と相互
作用し易いと考えられる。 
さらに、1412C の塩基置換は、リボソームの機能の低下を導くことから (19)、1412C 
に酸化による異常が生じると、リボソームの機能低下を介して細菌の増殖低下が導かれ
ると考えられる。 
以上の知見より私は、RsmH, I による rRNA の 1412 C に対するメチル化は、リボソ
ームの機能において重要である一方で、活性酸素種と相互作用し易いという点で危険に
されされている 1412 C を酸化反応から保護することで黄色ブドウ球菌の酸化ストレ
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ス耐性に寄与すると考え、この仮説を検証した。
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2. RsmH, I は rRNA を酸化から保護する。  
RsmH, I が rRNA の酸化に与える影響について私は、逆転写と定量的 PCR を用い
る方法により検討した。この方法においては、酸化を受けた RNA に対して逆転写を
行うと、cDNA 合成が途中で停止するということを利用し、 cDNA 合成の阻害を指標
に RNA の酸化の程度を評価する (20)。この方法を用いて私は、RsmH, I によるメチ
ル化部位の近傍が酸化を受ける程度について評価を行った。酸化ストレスを与える薬剤
を添加せずにインキュベートした際には、黄色ブドウ球菌の野生株由来の rRNA と 
RsmH, I 破壊株由来の rRNA を鋳型とした逆転写反応の産物において、cDNA 量は
同程度であった (data not shown)。その一方で、酸化ストレスを与える薬剤の存在下
においては、野生株と比べ、RsmH, I 破壊株において、cDNA 量の減弱、即ち酸化修
飾を受ける頻度の上昇が見られた (data not shown)。以上の結果は、RsmH, I が 
rRNA を酸化から保護することを示唆する。 
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 3. rRNA の過剰発現により、RsmH, RsmI 破壊株の酸化ストレス感受性は回
復する  
RsmH, I の破壊株由来の rRNA が酸化を受け易くなったことから私は、RsmH, I に
よる rRNA の酸化の阻害が RsmH, I による酸化ストレス耐性付与を説明するか否か
を検証した。この仮説が正しく、RsmH, I 破壊株の酸化ストレス感受性が、rRNA が
酸化を受け易くなり、正常な rRNA が減少することで説明されるのであれば、RsmH, 
I 破壊株において rRNA を過剰発現すれば酸化ストレス感受性が回復すると私は考え
た。そこで、rRNA の過剰発現が、rsmH, rsmI 破壊株の酸化ストレス感受性に与える
影響について検討を試みた。RNA 発現のネガティブコントロールとしては ホタルル
シフェラーゼの過剰発現を行った。黄色ブドウ球菌の野生株と rsmH, rsmI 破壊株に
おいて、ホタルルシフェラーゼ又は rRNA を過剰発現した株を作出した。そしてこれ
ら 4 株の生育を通常の栄養培地、又は酸化ストレスを与える薬剤の存在下において比較
した。その結果、酸化ストレスの非存在下においては 4 つの株は正常な生育を示した 
(Fig. 3-2A)。その一方で、酸化ストレスを与える薬剤の存在下においては、ネガティブ
コントロールとして用いたルシフェラーゼを発現する野生株と比べ、同じくルシフェラ
ーゼを発現する rsmH, rsmI 破壊株において生育の阻害が見られた (data not shown)。
この条件において、RsmH, I を破壊し、ルシフェラーゼを発現させた株と比べ、rRNA 
を発現させた株においては生育の回復が見られた (data not shown)。以上の結果は、
RsmH, I 破壊株で見られた酸化ストレス感受性は、 rRNA の過剰発現により回復する
ことを示唆する。
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第四章  
病原性に寄与する  16S rRNA メチル化
酵素の探索と機能解析
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1. 背景  
rRNA の 1412 C 以外に対するメチル化の生理的意義の理解を目的として私は、 
RsmH, I 以外の 16S rRNA メチル化酵素の中に、黄色ブドウ球菌の病原性に寄与する
ものがあるか否かを検討した。 
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2. 16S rRNA メチル化酵素  RsmA は黄色ブドウ球菌の病原性に寄与する  
1412 C 以外の 16S rRNA メチル化の生理的意義を解明する目的で、RsmH, RsmI 以
外の 16S rRNA メチル化酵素 (RsmA, RsmB, RsmC, RsmD, RsmE, RsmF, RsmG, 
21-27) の破壊株を作出しその病原性を評価した。その結果、rsmA 遺伝子の破壊株に
おいてカイコ殺傷能力の低下が見られた (data not shown)。この殺傷能力低下は、他
の破壊株 (RsmB-RsmG) では見られなかった (data not shown)。さらに、rsmA 破壊
株で見られた病原性の低下は、破壊した rsmA 遺伝子の再導入により回復した (F 
data not shown)。また、rsmA 破壊株の増殖能力は、野生株と同程度であった (Fig. 4-1)。
以上の結果は、RsmA は黄色ブドウ球菌の病原性に寄与することを示唆する。 
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Figure 4-1 黄色ブドウ球菌の rsmA  遺伝子破壊株の増殖  
黄色ブドウ球菌の野生株、rsmA 破壊株の栄養培地中での増殖を、経時間に濁度 (A600) 
を測定することで評価した。 
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3. RsmA は黄色ブドウ球菌の酸化ストレス耐性に寄与する  
RsmA によるメチル化部位は、RsmH, I と同様に、リボソームの機能において中心的な役割を
果たす P-site を構成する塩基であった (6)。このため私は、RsmA は RsmH, I と同様のメカ
ニズムにより黄色ブドウ球菌の病原性に寄与すると考えた。そこで RsmA が黄色ブドウ球菌の
酸化ストレス耐性に与える影響について検討した。その結果、rsmA 破壊株は酸化ストレスを
与える薬剤であるメナジオンの存在下において生育の低下を示した (data not shown)。その一
方で、他の破壊株の酸化ストレス耐性は野生株と同程度であった (data not shown)。さらに、
rsmA 破壊株で見られた酸化ストレス感受性は、rsmA 遺伝子の再導入により回復した (data 
not shown）。以上の結果は、RsmA が黄色ブドウ球菌の酸化ストレス耐性に寄与することを示
唆する。 
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4. RsmA は酸化ストレス存在下における正常な翻訳の維持に寄与する  
RsmA が酸化ストレス耐性に寄与した。また、RsmA によるメチル化部位が、コドン、
アンチコドンの対合がなされる翻訳における中心部を構成する塩基に対して施される。
以上から私は、RsmA が酸化ストレス存在下においてもリボソームの機能を維持する
と考えた。そこで私は、酸化ストレスの存在下、非存在下において、黄色ブドウ球菌の
翻訳における異常の頻度を測定した。終止コドン UGA, UAG の読飛ばし、並びに+1, -1 
frameshift に依存して発現するルシフェラーゼの発現量を定量した。酸化ストレスを
与える薬剤の非存在下、存在下いずれの条件においても rsmA の破壊株においては、
UGA, UAG 終止コドン読飛ばし並びに +1, -1 frameshift 頻度の上昇が見られた 
(data not shown)。また、UGA, UAG 終止コドン読飛ばしに関しては、酸化ストレス
依存的な更なる頻度増加が、rsmA の破壊株において見られた (data not shown)。以
上の結果は、 RsmA が酸化ストレス存在下における正常な翻訳の維持に寄与すること
を示唆する。 
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5. 酸化ストレスの除去により、RsmA 破壊株の病原性低下は回復する  
RsmA が酸化ストレス存在下における正常な増殖、並びに翻訳の維持に寄与したことから私は、
RsmA は酸化ストレス耐性の向上により、黄色ブドウ球菌の病原性に寄与すると考えた。この
仮説を検証するために、酸化ストレスを除去する薬剤である N-acetyl-L-cysteine (NAC) の投
与により、 rsmA 破壊株の病原性低下が回復するか検討した。生理食塩水を投与したカイコに
対して野生株と比べ、rsmA 破壊株において LD50 (カイコの半数を死亡させるのに必要な菌数) 
が上昇することは本実験においても再現された (data not shown)。この条件において、NAC 
の投与は、野生株のカイコに対する LD50 を低下させなかった (data not shown)。その一方で、
rsmA 破壊株のカイコに対する LD50 は、NAC の投与により低下した（data not shown）。
以上の結果は、酸化ストレスの除去剤の投与により、rsmA 破壊株の病原性低下が回復するこ
とを示唆する。 
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第五章  
材料と方法  
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菌株と培養条件  
菌株の詳細は Table 5-1 に示した。黄色ブドウ球菌は栄養に富む培地である Tryptic 
soy broth (TSB) で、37℃ で好気的に培養した。遺伝子破壊、又はプラスミドの保持
のために抗生物質を用いた（10 µg/mL erythromycin, 50 µg/mL kanamycin, 12.5 
µg/mL  chroramphenicol, 10µg/ml tetracycline）。大腸菌 JM109 株は、プラスミド
のホストとして用いた。	 
 
DNA の操作  
大腸菌の形質転換、大腸菌からのプラスミド抽出、ポリメラ—ゼ連鎖反応、サザンブロッティン
グは以前の報告に従って行った (29)。 ポリメラーゼ連鎖反応に用いたプライマーの配列は
表として Table 5-2 に示した。 RN4220 へのプラスミドの導入にはエレクトロポレーション法
を用いた。ファージトランスダクションはファージ 80α (30) を用いて行った。rsmI (SA0447) 
相補実験のためのプラスミドを作出するために、 RN4220 の SA0445 開始コドン前方 280 
bpから、SA0447 終止コドンまでの領域を PCR 法によって増幅した。得られた DNA 断片を 
pHYEm に挿入し、 pSA0445-447 を得た。 さらに PCR 法により、pSA0445-447 から
SA0445 と SA0446 を除き、SA0447 相補ベクターである prsmI を得た。rsmH (SA1022) 
相補実験のためのプラスミドを得るために、SA1021 開始コドン前方 500bp から、SA1022 終
止コドンまでの領域を PCR 法によって増幅し、pHYEm に挿入し、pSA1021-rsmH を得た。
さらに PCR 法により、pSA1021-rsmH から SA1021 と SA1022 を除き、SA1022 相補ベクタ
ーである prsmH を得た。rsmA 遺伝子と推定上のプロモーター領域を RN4220 株からクロ
ーニングし、pHYEm に挿入することで rsmA 相補用ベクター prsmA を得た。 
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遺伝子破壊株の作出  
細菌間で保存された 73 の機能未知遺伝子を選択し、RN4220 株において遺伝子破壊株を
作出した。pCK20 を用いた１回相同組み換え (31) 又は pKOR3a を用いた２回相同組み換
えによる遺伝子欠損を行った (32)。 
 
カイコ殺傷アッセイ  
カイコ感染実験は以前の方法に従って行った (31)。カイコ受精卵 （ふ•よう×つくばね） を愛
媛蚕種より購入した。孵化した幼虫はシルクメイト （日本農産工業株式会社） を与え、27˚C
で飼育した。5 齢幼虫 1 日目に抗生物質無添加の人工餌シルクメイト (片倉工業株式会
社) を 1 日与え、5 齢 2 日目に 0.05 mL の黄色ブドウ球菌の一晩培養液を生理食塩水で希
釈して注射した。菌液注射後は餌を与えず、安全キャビネット  (BHC-1303A; Airtech 
Japan) で 27˚C、湿度 50%の条件で飼育した。注射後の経時的な蚕生存数を記録した。 
LD50 はロジスティック回帰分析により算出した。 
 
RNA  解析  
RNA の解析は以前の方法に若干の変更を加えて行った (4)。対数増殖期 (A600 = 1) の黄
色ブドウ球菌の全 RNA は、TRIsol LS reagent を用い、製造元のプロトコールに沿って抽
出した。調整した全 RNA に対して 16S rRNA 1388-1436 領域 (49 mer) に対する相補的
なオリゴ DNA (TTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGG 
GAACG) を用いて RNase protection を行った。この消化産物を urea-PAGE に供し、
16S rRNA 1388-1436 領域 (49 mer) を切り出し精製した。切り出し精製した RNA 断片を、
RNaseT1 あるいは RNaseA により消化し、LC-MS に供した。 
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マウス感染実験  
CD-1 マウス (7 週齢、メス) は日本クレアより購入した。TSB 液体培地 5 mL に黄色ブドウ
球菌の一晩培養液を 10 µL 接種し、37˚C で一晩好気的に培養した。菌液を 8 krpm, 5 
分間 遠心し、PBS に懸濁した。菌の懸濁液 100 µl は尾静脈から注射された。マウスの生存
は 18 日間観察し、生存したマウスは安楽死された。 
 
薬剤感受性の評価  
薬剤を含まない TSB プレート、又はメナジオン含有 TSB プレートに対して黄色ブドウ球菌
の一晩培養液の 2-1-2--19 希釈液をスポットした。パラコート含有プレートに対しては対数増殖
期の菌液の 2-1-2--12 希釈液をスポットした。 
 
翻訳忠実度の評価  
翻訳忠実度の評価は以前の方法に若干の修正を加えて行った (4)。大腸菌における翻訳忠
実度の評価に用いられたレポータープラスミドの Fluc と Rluc の ORF の上流に黄色ブドウ球
菌の SD 配列を挿入した。その後、Fluc と Rluc を含む DNA 断片を PCR で増幅し、recF プ
ロモーターを持つ pHY300PLK に挿入した。得られたプラスミドを黄色ブドウ球菌に導入し、
対数増殖期 (A600 = 0.3 - 0.6) の菌液 5 mL を回収した。菌体を 150 µL の Lysis buffer 
(50 mM HEPES-KOH (pH 7.6), 100 mM KCl, 10 mM MgCl2, 7 mM 
β-mercaptoethanol, lysostaphin 60 µg/mL) に懸濁し、37℃ 30 分間インキュベートした
後に 15 krpm, 4℃, 15 分間遠心し、上清を得た。得られた上清は、Dual-Luciferase 
Reporter Assay System (Promega) を用いて Lumat LB9507 (EG&G BERTHOLD) 
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によって解析した。Firefly luciferase activity の測定は、原液のまま、もしくは 2 倍希釈し
た lysate 50 µL を Luciferase Assay Substrate 100 µL と混和して行った。Renilla 
luciferase activity の測定は 100 倍、または 200 倍希釈した lysate 50 µL, Luciferase 
Assay Substrate 100 µL, Stop&Glo 100 µL を混和して行った。 
 
NAC を用いたカイコ殺傷アッセイ  
黄色ブドウ球菌の注射の前に 5 齢 2 日目のカイコに、生理食塩水又は 40 mg/ml NAC 
水溶液 を 50 µl 注射した。以後の感染実験は通常のカイコ殺傷アッセイと同様に行った。 
 
rRNA 過剰発現時の spot assay 
黄色ブドウ球菌の rRNA operon を、 PCR 法を用いてクローニングし、 pHY300PLK に
導入した。得られたプラスミドを黄色ブドウ球菌に導入し、 rRNA 過剰発現株を作出した。ル
シフェラーゼ発現株として、翻訳忠実度の測定に用いた pFS1 導入株を用いた。 
 
酸化修飾頻度の評価  
RNeasy mini mini kit (Quiagen) を用いて抽出した 全 RNA を、バッファー ( 0.2 mM 
リン酸ナトリウム pH 6.8, 310 mM アスコルビン酸 ± 2.5 mM H202 ) 中で 1 時間インキュ
ベートした。インキュベートの産物をエタノール沈殿により精製した。得られた RNA に対し、
16S rRNA の 3’ 末端に対する相補的なプライマー (AGA AAG GAG GTG ATC CAG 
CC) と multiscribe RT (Applied biosystems) を用いた逆転写反応に供した。逆転写産物
について、RsmH, I によるメチル化部位の前方(F-AGCCGGTGGAGTAACCTTTTAGG, 
R-ACCTTCCGATACGGCTACCTTG) と 、 後 方 (F-AATACAAAGGGCAGCGAAAC, 
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R-TCACCGTAGCATGCTGATCT ) を定量した。詳細は以下に図示した (Fig. 5-1)。定量
した領域は、1412C を中心とする 49bp を挟むように設計した。?
? ?
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?
?
Figure 5-1 RNA 酸化の定量における逆転写と qPCR 
黄色ブドウ球菌の 16S rRNA に特異的なプライマーを用いて逆転写を行った後、図示
した領域の cDNA 量を qPCR により評価した。 
?
  
 42 
a. Cm, chloramphenicol; Km, kanamycin; Erm, erythromycin; Tet, tetracycline. 
Table 5-1  用いた菌株とプラスミドの一覧  
  
Strain or plasmid Genotypes or characteristics Source or 
reference 
Strain   
S. aureus   
RN4220 NCTC8325-4, restriction mutant (32) 
NCTC8325-4 NCTC8325 cured of φ11, φ12, and φ13 (30) 
M0447 RN4220 ∆rsmI::pT0447; Cmr This study 
M1022 RN4220 ∆rsmH::aph; Kmr This study 
MDM-1 RN4220 ∆rsmI::pT0447, ∆rsmH::aph This study 
MDM-1NC NCTC8325-4 ∆rsmI::pT0447, ∆rsmH::aph This study 
   
E.coli   
JM109 General purpose host for cloning Takara Bio 
   
Plasmids   
pCK20 S. aureus suicide vector for targeting; Cmr  (33) 
pT0447 pCK20 with internal region of rsmI This study 
pKOR3a Vector for allelic replacement in S. aureus; Cmr  (34) 
pK1022 pKOR3a with a genomic region around rsmH and aph 
(Kanr) 
This study 
pT0451 
pHY300E 
pCK20 with internal region of rsmA 
E. coli-S. aureus shuttle vector; Ermr 
 
(35) 
prsmI pHY300E with intact rsmI from RN4220 This study 
prsmH pHY300E with intact rsmH from RN4220 This study 
pKE516 E. coli-S. aureus shuttle vector; Ermr (36) 
prsmI-rsmH pKE516 with intact rsmI and rsmH from RN4220 This study 
pHY300PLK E. coli-S. aureus shuttle vector; Tetr Takara Bio 
pUGA pHY300PLK with UGA window between Fluc and Rluc This study 
pUAG pHY300PLK with UAG window between Fluc and Rluc This study 
pFS1 pHY300PLK with +1 window between Fluc and Rluc This study 
pFS2 pHY300PLK with -1 window between Fluc and Rluc This study 
prRNA 
prsmA 
pHY300PLK with rRNA operon 
pHY300E with intact rsmH from RN4220 
This study 
This study 
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Target ? Sequence (5'-3') reference 
rsmI (internal) F AAGAAGCTTCGTGTTGATATG This 
study 
? R GGAGGATCCCGTCACACGATGC ?
SA0445-SA0447 F AAGAAGCTTTGGAAAACATCG This 
study 
? R GGAGGATCCAGCTTGCGTTTA ?
rsmI (whole) F CAAGAAATGTATGCGACAAAG This 
study 
? R TTTTAACTCCTATGAAGACAA ?
Upstream region of 
SA1022 
F AAGAAGCTTCGTGTTGATATG This 
study 
? R ATCACCTCAAATGGTTCGCTAACGCTGATATGA
TGAAACAC 
?
Downstream 
region of SA1022 
F 
?
TACTGGATGAATTGTTTTAGCTGAAATACTTAA
ATAAGGA 
This 
study 
? R AGCGTTCTGTTTCAGGCAAT ?
rsmI and putative 
promoter region 
F 
R 
GGAGGATCCTTGGAAAACATCGACATGGT 
CCACCACCATGGAGCTTGCGTTTATAAAATCGT
TTAAAATTT 
This 
study 
?
rsmH and putative 
promoter region 
F 
?
R 
CCACCACCATGGCAATTTATTGAAAAGGTAGAA
GGTATG 
TTTTTTTTTTGCGGCCGCTTATTTAAGTATTTCA
GCTACACGTAATTT 
This 
study 
?
rsmA (internal) F 
R 
AAGATATTGCAACACCATCAAGAA 
CATCACCACGTAGCCATCAA 
This 
study 
rsmA and putative 
promoter region 
F 
?
?
R 
GTC GTC GAC GCT TAT GAA TCA ATT GAT AAA 
TCT GTG C  
GGA GGA TCC TAA TTT TCT AAT TGA GGG AAT 
TTT TTC TTT TC  
This 
study 
aph F AGCGAACCATTTGAGGTGAT This 
study 
? R CTAAAACAATTCATCCAGTA ?
SA1021-SA1022 F GTCGTCGACCAATTTATTGAAAAGGTAGAAGG
TATGATT 
This 
study 
? R GGAGGATCCTTATTTAAGTATTTCAGCTACACG
TAATTTCGCGC 
?
Read-through F GGAGGATCCGTTAACTAATTAATTTAAGAAGGA
GATATACATATGACTTCGAAAGTTTATGATCC 
This 
study 
? R CTGCTGCAGTTACAATTTGGACTTTCCGCCCT ?
Frameshift F GGTGGTACCGTTAACTAATTAATTTAAGAAGGA
GATATACATATGACTTCGAAAGTTTATGATCC 
This 
study 
? R CTGCTGCAGTTACAATTTGGACTTTCCGCCCT ?
rRNA operon F TTTTTTTTTAGATCTCAGCCTGTATAGCGGTGT
TT 
This 
study 
 R TTCGTCGACCACTTCGCCAAGCCATTTTTC ?
Table 5-2 PCR に用いたプライマーの一覧  
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本研究で明らかにしたこと	  
本研究において私は、 16S rRNA メチル化酵素をコードする rsmA, rsmH, rsmI 遺
伝子が黄色ブドウ球菌の病原性に寄与することを見いだした。また、rsmA, rsmH, rsmI 
遺伝子は、酸化ストレス存在下における黄色ブドウ球菌の増殖能力、並びに翻訳忠実生
の維持に寄与するという結果を得た。さらに、酸化ストレスを除去する薬剤である 
N-acetyl-L-cysteine の投与により、rsmA 破壊株、並びに rsmH, I 二重破壊株で見ら
れた病原性の低下が回復した。以上の結果から私は、rsmA, rsmH, rsmI 遺伝子による
病原性への寄与が、宿主環境中の酸化ストレスへの耐性の付与により説明されると判断
した。 
さらに私は、RsmH, RsmI による rRNA のメチル化が、 rRNA を酸化から保護する
こと、並びに rsmH, rsmI 二重破壊株で見られた酸化ストレス感受性が、 rRNA の過
剰発現により回復するという結果を得た。以上の結果から私は、RsmH, RsmI による
メチル化が rRNA を酸化から保護することにより リボソームの機能を維持すると考
えている。 
 
本研究の新規性と意義  
rRNA メチル化酵素 RsmH, I の生理的意義を明らかにしたのは本研究が初である。ま
た本研究は、これまでに生理的意義のよく判っていなかった rRNA のメチル化が、リ
ボソームの機能と構造を、特定のストレスの存在下において保護することでストレス耐
性に寄与するという生理的意義を担うことを提示するものである。 
 
RsmH, I が酸化ストレス耐性に寄与するメカニズムについての考察  
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RsmH, I がメチル化を施す rRNA の 1412 C は、リボソームの機能上重要な部位であ
る (4)。加えて、一般に rRNA の塩基はタンパク質と結合することで保護を受けるの
に対し、1412 C は mRNA と相互作用を行う塩基であるため、タンパク質による保護
を受けていない (4)。従って、 1412 C は活性酸素種と相互作用し得る部位であるとと
もに、リボソームの正常な機能において必須である。この重要な部位をメチル基という
電子供与基で保護することで求核反応である酸化反応を阻止し、酸化ストレス環境にお
いてもリボソームの機能を維持するというのが rRNA 1412 C メチル化による酸化ス
トレス耐性の向上機構であると私は考えている。 
酸化がリボソームの機能不全を導くメカニズムとして私は三つの可能性を考えている。
一つは、酸化がリボソームの構造変化を介して直接的に機能低下を導くという可能性で
ある。この可能性については 1412 C がリボソームの機能において重要であるという
報告と一致するものである。 
二つ目の可能性は、はリボソームの品質管理機構による酸化を受けたリボソームの除去
である。これまでに酵母を用いた研究において、リボソームの機能上重要な部位に変異
が導入されると、変異を含むリボソームの分解が特異的に促進されるという報告がなさ
れている (37)。この機構が細菌においても保存されているかは不明であるが、この機
構と同様な機構が存在すると考えると、翻訳において重要な部位の酸化により、リボソ
ームが分解された結果として、タンパク合成、並びに細胞増殖が阻害されるということ
が考えられる。	 
三つ目の可能性として、 rRNA のメチル化による、翻訳段階における遺伝子発現制御
が考えられる。これまでに、 16S rRNA と特定の mRNA を切断することで、遺伝子
発現を翻訳段階で制御する RNase が報告されている (38)。従って、 RsmH, I につい
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ても、翻訳を担うリボソームを構成する rRNA の化学修飾により、翻訳段階で遺伝子
発現の制御を担うことで酸化ストレス耐性を変化させる因子の発現量の変動を介して
酸化ストレス耐性に寄与するということが考えられる。 
 
RsmA が酸化ストレス耐性に寄与するメカニズムに関する考察  
16S rRNA メチル化酵素 RsmA, B, C, D, E, F, G の中で、 RsmA について酸化スト
レス耐性への寄与が見られた。 RsmA は、RsmH, RsmI	 と同様に、リボソームにお
いて翻訳を担う中心部である P-site を構成する塩基をメチル化する。また、rsmA 破
壊株において、rsmH, I 破壊株と同様に酸化ストレス存在下における翻訳の異常が見ら
れたことから、 RsmA は RsmH, I	 と同様のメカニズムにより酸化ストレス耐性に寄
与すると考えられる。 
 
RsmI の制御系に関する考察  
酸化ストレス耐性に寄与する遺伝子が酸化ストレスにより誘導されるという例は多く
知られている。RsmI についても、大腸菌において酸化ストレスにより発現上昇すると
いう報告が存在する (6)。大腸菌における 16S rRNA 1402 C は通常の培養条件におい
てもほぼ 100% がメチル化を受けているという報告がなされている。この状況でさら
に酸化ストレスにより、 RsmI が誘導されるという点については、活性酸素種とメチ
ル化酵素が競合する可能性を考えている。 
 
RsmA, B, C, D, E, F, G, H, I の病原性への寄与に関する考察  
本研究において、RsmA, RsmH, RsmI の病原性並びに酸化ストレス耐性への寄与は見
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られたが、他のメチル化酵素の病原性への寄与は見られなかった。この点について私は
二つの可能性を考えている。 
一つ目は、RsmB, C, D, E, F, G が黄色ブドウ球菌において機能していない可能性であ
る。RsmA についてはこれまでに黄色ブドウ球菌におけるメチル化の解析が報告され
ている。また、RsmH, RsmI については本研究においてメチル化の解析を行った。し
かし他のメチル化酵素については黄色ブドウ球菌における報告例は私の知る限り存在
せず、他のメチル化酵素が機能していない可能性が考えられる。RsmA, RsmH, RsmI 
については前述の通り、生物種間における保存性が高いことを考慮するとこの可能性に
ついては蓋然性があると私は考えている。実際に、RsmC のメチル化部位は黄色ブド
ウ球菌においては保存されていない。また、RsmJ は大腸菌においては報告されてい
るが、黄色ブドウ球菌のゲノム上に RsmJ と配列の類似性を示す因子は存在しなかっ
た。 
二つ目の可能性は、メチル化部位の特性の差により、病原性の有無が決定されるという
ものである。RsmA, RsmH, RsmI によるメチル化の部位は、リボソームの機能上重要
である。それに加えて、リボソームの表面に位置するとともに、一般的な rRNA 上の
塩基とは異なり、水素結合による塩基対を作らない。従って活性酸素種などの危険な分
子と相互作用しやすい部位に対してメチル化を導入することにより保護しているとい
う可能性を考えている。 
 
rRNA メチル化の高度な保存性に対する説明  
これまでに RsmA, RsmH, RsmI によるメチル化は、古細菌を除いて、細菌からヒト
に至るまで高度に保存されていると考えられている (4, 21)。また、酸化ストレスは生
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物一般に対して曝露されるストレスであるため、RsmA, RsmH, RsmI が酸化ストレス
耐性に寄与するという本研究の結果は、RsmH, I による rRNA メチル化が高度に保存
されていることを説明すると私は考えている。また、ハムスターのミトコンドリアにお
いて 1412 C に相当する部位がメチル化を受けることがこれまでに知られている (39)。
ミトコンドリアは、酸化的リン酸化に伴い、酸化ストレスにされされるオルガネラであ
る (40)。従って、ミトコンドリアの rRNA メチル化が酸化ストレス耐性の向上を介し
てミトコンドリアの機能維持において機能することが考えられる。 
 
今後の課題と展望  
1. 黄色ブドウ球菌の病原性発揮における rRNA メチル化の役割について 
rRNA の酸化という現象を黄色ブドウ球菌の細胞内で検出できていないことは問題で
ある。RNA の分解は細胞内で盛んに行われるため、異常を呈した rRNA を検出するた
めには分解を抑制する何らかの処理が必要であると考えられる。また、酸化ストレスを
与える宿主因子を同定することで 新たな細菌、宿主間の相互作用の理解が期待できる。 
 
2. rRNA メチル化が酸化ストレス存在下におけるリボソームの機能に与える影響につ
いて  
私は RsmH, RsmI によるメチル化を受けない rRNA が酸化を受けやすくなることを
本研究で見いだした。しかし、rRNA の酸化がリボソームの機能に対して与える影響
については不明である。従って、この点について in vitro 翻訳系を用いて検討するこ
とが有効である。酸化剤で処理した、野生型のメチル化を受けたリボソームと、変位型
のメチル化を受けていないリボソームの翻訳効率、並びに忠実生に関する検討について
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は今後の課題である。 
 
3. rRNA メチル化酵素の酸化ストレス耐性への寄与の保存性について 
rRNA メチル化酵素、メチル化を受ける塩基、そしてメチル化修飾は高度に保存され
ている。従って、本研究においてみられた rRNA メチル化酵素の酸化ストレス耐性へ
の寄与は黄色ブドウ球菌のみならず他の細菌、あるいは高等動物において見られる可能
性がある。この点について検討することは今後の課題である。 
 
4. 創薬への応用について 
本研究結果の創薬への応用については二つの可能性を私は考えている。一つ目の可能性
は、選択性の高い感染症治療薬の開発である。 RsmI は細菌間で高度に保存されてい
る。その一方で、ヒトのゲノム上には RsmI に相当するタンパク質は存在しない。さ
らに、RsmI は酸化ストレスに暴露された条件では増殖に寄与するが、通常条件での増
殖への寄与はごくわずかである。また、ヒトの体内で酸化ストレスに暴露されるという
ことは、細菌が免疫に検知されていることを意味する。従って RsmI を阻害する物質
は、ヒトのメチル化には影響を及ぼさないことが期待できる。さらに、このような物質
はヒトと共生関係にあり、免疫による攻撃を受けていない細菌に対しては増殖阻害を示
さない一方で、免疫により酸化ストレスを受けた菌を特異的に排除する選択性の高い 
医薬品になることが期待できる。 
二つ目の可能性は、酸化ストレスが関与する疾患の治療薬の開発である。酸化ストレス
は、ガンや神経変性疾患など様々な疾患との関与が指摘されている (41)。特に神経変
性疾患の患者において、疾患の発症に初期段階で RNA の酸化が亢進することが報告
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されている（42）。また、ミトコンドリアの機能低下により認知機能の低下が説明させ
るという報告もなされている (43)。従って、ヒトのミトコンドリアの rRNA のメチル
化が、酸化ストレス耐性に影響することでヒトの疾患に関連する可能性には蓋然性があ
ると私は考えている。ヒトのミトコンドリアにおける RsmH の酸化ストレス耐性への
寄与、並びにその疾患との関連については今後の課題である。 
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